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rrr (54) Title: METHOD FOR THE DETERMINATION OF DIFFERENT TYPES OF AUTOANTIBODIES RAISED AGAINST TSH 
= RECEPTORS BY SELECTIVE IMMUNOPREOPITATION, FUSION PROTEINS FOR DETERMINING SUCH A METHOD 
AND APPUCATION OF LABELED TSH RECEPTOR CHIMERAS IN SUCH A METHOD 

S (54) BezeicbDung: VERFAHREN ZUR BESTIMMUNG VON VERSCHIEDENEN TYPEN VON AUTOANTIKORPERN GE- 
= GEN DEN TSH-REZEPTOR DURCH SELEKTIVE IMMUNPRAZTPTTATION, FUSIONSPROTEnsTE ZUR DURCHFUHRUNG 
= EINES SOLCHEN VERFAHRENS UND DIE VERWENDUNG VON MARKTERTEN TSH-REZEPTOR-CHIMAREN BEI El- 
^ NEM SOLCHEN VERFAHREN 



ggg i57) Abstract: Vhe invention relates to a method for differeniiaJ diagnostic determination of autoantibodies (TSHR-auto-Ab) raised 
■ against TSH receptors (TSHR) in a seruin or plasma sample of a patient suffering from a thyroid gland autoimmune disease or when 
an ilhiess of the said nature is suspected in a patient wha-eby is selectively determined an amount of at least one type of autoantibody 
(TSHR-auto-Ab) in a sample selected from (i) stimulating autoantibodies (TSAb), (ii) blocking autoantibodies (TBAb) and/or (iii) 
neither .stimulating nor blocking, non-paihogenic TSHR-auto-Ab, whereby replacement occurs for an aliquot of a liquid sample 
from a reaction miKiure with a solubilized and direcdy labeled, in particular, cn/.yme-Iabeled binding reagent in the form of a labeled 
rTSHR-chinicra, wlicrciii antibodies rei|uiryd for the binding of stimulating and/or blocking autoantibodies (TSAb and/or TBAb) 
are replaced by substantial sequences of the TSHR from another receptor, react thereby and the complex formed in the reaction 
consisting of complexes of autoantibody-rTSHR-chimei^ds is converted into a precipitate. Said complexes are separated out of the 
liquid phase of the reaction mixft ire and the amount of label in the precipitate is determined, in addition to labeled rTHSK-chimei:as 



(57) Zusammenfassung; Verfahren zur differentialdiagnostischen Bestimmung von gegen den TSH-Rezeptor (TSHR) gebildeten 
^ Autoantikorpcm (TSHR-Auto-Ab) in eincr Serum- oder Plasmaprobe eines Patienten, der cui einer Scliilddriisen-Autoimmuner- 

kraakung leidet oder bei dem der Verdacht auf eine derartige Erkrankung besteht, bei dem man in der Probe selekiiv die Menge 
j5 von wenigstens einem Typ von Autoauiikorpem (TSHR-Auio-Ab), die ausgewahlt sind aus (i) stimuliercnden Autoanlikoipern 
^ (TSAb), (ii) blockicrenden Autoantikorpeni (TBAb) und/oder (iii) weder stimulierend noch blockierend wirkendcn, nicht patho- 

genen TSHR-Auto-Ab bestimrat, indcra man in einer Reaktionsniischung eine Teilmenge der I*robe in fliissigcr Phase mit einem 
^ solubiUsierten und direkt markierten, insbesondere enzynmiarkierten Bindungsreagciis in Form einer markierten rTSHR-C'himare, 

in der die fiir die Bindiing von stimulicrenden und/oder blockicrenden Autoantikorpem (TSAb und/oder TBAb) wesentlichen Se- 
^ quenzen des TSHR durch Sequenzen eines anderen Rezeptors ersetzt sind, umsetzt und die bei der Umsetzung gebildeten Kompiexe 

aus Autoantik6rper-rTSHR-Chimare in ein Prazipitat iiberfiihrt, dieses von der fliissigen Phase der Reaktionsmischung abtrennt und 
^ die Menge der Markienmg im Prazipitat bestimmt, sowie die fiir dieses Verfahren benotigten markierten rTIISR-Chiraaien. 
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Verfahren zur Bestimmung von verschiedenen Typen von Auto- 
antikorpern gegen den TSH-Rezeptor durch selektive Immunprazi- 
pitation, Fusionsproteine zur Durchfiihrung eines solclien 
Verfahrens und die Verwendung von markierten TSH-Rezeptor- 
Chimaren bei einem solclien Verfahren 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestim- 
mung von unterschiedlichen Typen von Autoantikorpern gegen den 
TSH-Rezeptor, die sich voneinander im Hinblick auf ihren 
pathogenen Charakter unterscheiden, durch selektive Immun- 
prazipitation, markierte Fusionsproteine von TSH-Rezeptor- 
Chimaren zur Durchfiihrung eines solchen Verfahrens und die 
Verwendung von markierten TSH-Rezeptor-Chimaren bei der Be- 
stimmung von Autoantikorpern gegen den TSH-Rezeptor durch 
Immunprazipitat ion . 

Dex' Rezeptor fiir das Mormon TSH ( thyroidstimulierendes Hor- 
men) , der TSH-Rezeptor (TSHR) , spielt eine Schlusselrolle fiir 
die Funktion und das Wachstum von Schilddrusenzellen . Dieser 
Rezeptor ist ein Glied einer Unterf amil ie der G-Protein-gekop- 
pelten Glykoprot einrezeptoren , die auSerdem insbesondere noch 
die Rezeptoren fiir das luteinisierende Hormon/Choriongonado- 
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trophin (LH/CGR) und das f ollikelstimulierende Hormon (FSHR) 
umfaSt. Die Rezeptoren dieser Unterf amilie weisen eine groSe 
N-terminale extrazellulare Domane auf, die fiir die Liganden- 
bindung von essentieller Bedeutung ist und fiir die gezeigt 
wurde, daS sie an der Signalubermittlung beteiligt ist. Die 
Ubermittlung des TSHR-Signals wird iiberwiegend durch die Akti- 
vierung von Adenylatcyclase vermittelt, "was zu einer Erhohung 
des intrazellularen cAMP-Niveaus fiihrt. 

Ein Teil des groSen Interesses an dem TSHR ist auf seine Rolle 
als primares Autoantigen bei verschiedenen Schilddrusen -Auto- 
immune rkrankungen zuriickzufuhren, die vom Auftreten von Auto- 
antikorpern gegen den TSHR begleitet sind ( TSHR -Auto -Ab) . Zu 
derartigen Schilddrusen- Autoimmunerkrankungen gehoren ins- 
besondere die Basedowsche Krankheit (Morbus Basedow; engl . : 
Graves' disease) , eine zu Schilddriisenuberf unktion fiihrende 
Autoimraunerkrankung, die zu den haufigsten menschlichen Auto- 
immunerkrankungen iiberhaupt gehort, sowie die Hashimoto Thy- 
reoiditis und das idiopathische Myxodem, die mit einer Schild- 
drusenunterf unktion verbunden sein konnen. 

Der TSHR kommt in der Oberf lache von Schilddrusenzellen nur in 
sehr geringen Mengen (in der GroSenordnung von 1.000 - 10.000 
Rezeptoren pro Zelle) vor. Eine Aufklarung der chemischen 
Struktur des humanen TSH-Rezeptors (hTSHR) , d.h. der Sequenz 
der fiir ihn codierenden ONA sowie der daraus ableitbaren 
Aminosauresequenz des Rezeptors selbst, gelang Ende 1989 (vgl. 
Libert F. et al . , Biochem. Biophys . Res. Commun. 165: 12 50- 
1255; Nagayama Y, et al . , Biochem. Biophys. Res. Commun. 3.65: 
1184-1190; vgl . auch EP-A-0433509 bzw. WO- A- 91/09121 ; sowie 
WO-A-91/09137; WO-A-91/10735 und WO-A- 91/0 348 3 ; ferner Yu j i 
Nagayama & Basil Rapoport , in: Molecular Endocrinology, Vol. 6 
No. 2, S. 145-156 und die darin zitierte Literatur) . Seitdem 
wurden das hTSHR- Polypept id und ausgewahlte Teilpeptide davon 
in einer Vielzahl von Systemen exprimiert, wobei sich zeigte, 
daE ein funktionaler TSHR nur in Sauget ier zellen hergestellt 
werden kann, und zwar sowohl transient als auch in Form einer 
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stabilen Zellinie, z.B. unter Verwendung von Adenovirus- und 
Vacciniavirus -Expressionssystemen . 

Die traditionelle Schwierigkeit , den hTSHR ohne Funktionali- 
tatsverlust zu markieren und in einer loslichen bzw. disper- 
gierbaren Form bereitzustellen, erschwerte bis heute die Ent- 
wicklung von klinisch einsetzbaren direkten Immunprazipita- 
tionsassays zum Nachweis von pathologischen hTSHR- Autoantikor- 
pern. 

Aus der Arbeit von N. G. Morgenthaler at al . , Exp Clin Endo- 
crinol Diabetes 104 (1996) Suppl 4, S. 56-59 ist zwar ein 
Immunprazipitationsassay fur TSHR-Auto-Ab bekannt. Bei diesem 
Assay wird als Reagens zur Fallung der in einer Probe vorhan- 
denen TSHR-Auto-Ab eine Preparation eines extrazellularen 
Teils eines rekombinanten, durch Einbau von -^^S-Methionin 
markierten TSH-Rezeptors verwendet. Der Assay weist weder eine 
Selektivitat fiir stimulierende (TSAb) , noch fur blockierende 
(TBAb) TSHR-Auto-Ab auf , erfafit jedoch auch solche TSHR-Auto- 
Ab, die nicht mit bTSH kompetieren. Die Herstellung des ^^S- 
markierten Rezeptors durch in vitro-Translation ist jedoch 
auSerordentlich aufwendig und teuer, und es gibt keine MeSge- 
rate, die fiir eine klinische Routinemessung der von -^^S emit- 
tierten Strahlung geeignet sind. Das Verfahren ist daher als 
MeSverfahren fiir die klinische Routinediagnostik nicht ge- 
eignet . 

Aus DE 198 01 154 bzw. J. Endocrinol. 160:239-245 (1999) ist 
ein Verfahren bekannt, das es ermoglicht, einen vol Istandigen 
funktionalen rhTSHR in reiner, solubil isierter und radioaktiv 
markierter Form herzustellen . Es wird u.a. vorgeschlagen , 
einen solchen radioaktiv markierten rhTSHR zur Bestimmung der 
Gesamtmenge an TSHR-Auto-Ab in einem Prazipitationsassay zu 
verwenden, der als Vorteil auf weist, daS er nicht nur solche 
TSHR-Auto-Ab erfaSt, die mit markiertem TSH kompetieren (d.h. 
sog . "die TSH-Bindung inhibierende Immunglobuline " oder TBII) . 
Das vorgeschlagene Verfahren gestattet es nicht, innerhalb der 
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in einer Probe vorhandenen TSHR-Auto-Ab eine Unterscheidung 
nach stimulierenden (TSAb) , blockierenden (TBAb) sowie ggf - 
weder stimulierenden noch blockierenden, "neutralen" TSHR- 
Auto-Ab zu treffen. Aufierdem ist ein Arbeiten mit einem radio- 
aktiven Label in vielen Fallen grundsatzlich unerwiinscht. 

Das Verfahren gemafi DE 198 01 154 baut auf auf einem Verfahren 
zur Herstellung von funktionalen rhTSHR-Fusionsprodukten, das 
in DE 196 45 729 bzw. WO 98/20343 beschrieben wurde und dort 
zur Herstellung von rhTSHR-Fusionsproteinen diente, die zu- 
satzlich zur TSHR-Sequenz relativ kurze Peptidreste fur eine 
Immobilisierung bzw. Markierung des TSHR bzw. einen biotiny- 
lierten Peptidrest aufwiesen. Die Herstellung von Fusions- 
proteinen mit langen Proteinresten, z.B. Enyzmresten, wurde 
noch nicht berichtet. Da auf die in DE 196 45 729 und 
DE 198 01 154 offenbarten Arbeitsweisen auch im Rahmen der 
vorliegenden Anmeldung zuruckgegrif f en wird, wird auf den 
Inhalt der beiden Verof f entlichungen zur Erganzung der Offen- 
barung der vorliegenden . Anmeldung ausdriicklich Bezug genommen, 

Der einzige gegenwartig in der klinischen Praxis verwendbare 
Assay zur Bestimmung von TSHR-Auto-Ab ist daher ein indirekt 
arbei tender kompetitiver Assay, bei dem die Inhibierung der 
Bindung von markiertem bTSH an einen solubilisierten porcinen 
TSHR aus Schweine -Schilddrusen oder an einen fur "Coated Tube" 
Anwendungen immobilisierten rhTSHR gemaS DE 196 51 093 oder WO 
98/26294 bzw. DE 198 01 319 oder WO 99/3678 bzw. J.Clin.Endo- 
cinol . Metab., Vol. 84, No.l, S. 90-97 (1999) zur Messung ge- 
nutzt wird. Er erfaSt nur die Autoant ikorper vom sog . TBII- 
Typ. 

Ein direkner Immunpras ipitat ionsassay wurde fur die Diagnose 
des Morbus Basedow insofern einen Vorteil darsteilen, als er 
es z.B. erlauben konnte, alle Autoant ikorper gegen den TSHR 
nachzuweisen , einschlielB.lich derer, die an den TSHR binden, 
jedoch dabei die Wechselwirkung von TSH bzw. dem Kompetitor 
bTSH mit dem TSHR nicht storen . Da inzwischen bekannt ist, daS 
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TSHR-Auto-Ab auch im Falle von Morbus Basedow Patienten nicht 
nur stimulierende Autoantikorper , die die Hyperthyreose her- 
vorrufen, umfassen, sondern daneben auch noch nicht -pat hogene 
"neutrale" Autoantikorper und sogar blockierende , ware es 
allerdings wiinschenswert , auch einen Assay zur Verfiigung zu 
haben, der fiir einen zu bestimmenden Typ von Autoantikorpern 
selektiv ist und z.B. sine Unterscheidung von pathogenen 
stimulierenden und blockierenden und "neutralen" Autoantikor- 
pern ermoglicht . 

Zur Unterscheidung von stimulierenden, blockierenden und 
neutralen Autoantikorpern wurden bisher im wesentlichen Bio- 
assays genutzt, bei denen ermittelt wird, ob die cAMP-Produk- 
tion von Zellen, die in ihrer Membran einen naturli- 
Chen Oder rekorabinanten TSHR enthalten, durch die Anwesenheit 
von bestimmten Seren bzw. Autoantikorpern erhoht wird bzw. ob 
die durch eine gegebene TSH-Konzentration in der Probe bewirk- 
te cAMP-Produktion durch die Seren oder Autoantikorper ge- 
schwacht wird. Im Rahmen derartiger Untersuchungen bzw. zur 
Ermittlung derjenigen Bereiche der Sequenz der extrazellularen 
Domane des TSHR, an die TSH bzw. die verschiedenen Typen von 
Autoantikorpern (TSAb, TBAb) binden, wurde dabei auch schon 
mit hTSHR-Chimaren gearbeitet, bei denen bestimmte hTSHR- 
Teilsequenzen durch entsprechende Sequenzen anderer G-Protein- 
gekoppelter Rezeptoren, und zwar insbesondere von Rat ten- LH- 
CG-Rezeptoren, ersetzt waren. Dabei zeigte sich in cAMP-Stimu- 
lationsassays unter Verwendung von Zellen, die diese Chimaren 
exprimieren, daS fiir die Bindung von stimulierenden TSHR-Auto- 
Ab (TSAb) of f ensichtlich die Aminosauren des N-Terminus des 
hTSHR benotigt werden, und zwar insbesondere Aminosauren der 
Sequenz 8-165, gerechnet vom Methionin-Anf angsrest . Fiir die 
Bindung von blockierenden TSHR-Auto-Ab (TBAb) dagegen erwiesen 
sich Aminosauren vom C-Terminus der extrazellularen Domane des 
hTHSR, insbesondere Aminosauren der Sequenz 261-370, als 
erf orderlich . 



Im Zusammenhang mit der Verwendung von TSHR/LHCGR-Chimaren in 
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Bioassays sind insbesondere zu nennen die Arbeiten von Tahara 
K, Ban K, Minegishi T, Kohn LD. 1991, Biochem Biophys Res 
Commun. 179: 70-77; Tahara K, Ishikawa N, Yamamoto K, Hirai A, 
I to K, Tamura Y, Yoshida S, Saito Y, Kohn LD. 1997, Thyroid 7: 
867-877 und Grasso YZ, Kim MR, Falman C, Kohn LD, Tahara K, 
Gupta MK. 1999, Thyroid 9: 531-53 7. Auf die in den genannten 
Arbeiten zitierten weiteren Literaturstellen wird zur Ver- 
tiefung verwiesen. 

Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein dif f erential- 
diagnostisches Verfahren zur selektiven Bestimmung von TSHR- 
Auto-Ab mit unterschiedlicher pathogener Wirkung zu schaffen, 
das nach dem Prinzip eines Immunprazipitationsassays arbeitet 
und bei dem es vorzugsweise auch noch moglich ist, auf radio- 
aktive Markierungen bzw. Nachweisverf ahren zu verzichten. 

Es ist ferner Aufgabe der vorliegenden Erfindung, die fur ein 
derartiges Verfahren geeigneten neuen markierten hTSHR-Prapa- 
rate zu schaffen. 

Diese Aufgaben werden durch ein Verfahren gemafi Anspruch l, 
die markierten rhTSHR-Chimaren gemaS Anspruch 6 sowie, in ganz 
all game iner Form, durch die Verwendung von rhTSHR-Chimaren in 
Form von Fusionsproteinen gemafi Anspruch 9 gelost . 

Vorteilhaf te , gegenwartig bevorzugte Ausgestaltungen der 
Gegenstande der Anspriiche 1 und 6 werden in den Unteransprii- 
chen 2 bis 5 und 7 und 8 wiedergegeben . 

Im vorausgehenden und nachf olgenden Text dieser Anmeldung 
werden die verwendeten Reagenzien bzw. Analyten/Biomolekule in 
der Regel durch verschiedene Abkiirzungen gekennzeichnet , die 
stets in den f olgenden Bedeutungen zu verstehen sind, es sei 
denn, es ergibt sich fiir den Fachmann aus dem konkreten Zu- 
sammenhang etwas anderes. Die Verwendung der speziellen An- 
gaben erfolgt dabei aus Griinden der exakten Beschreibung der 
durchgef iihrten Versuche und Messungen, bedeutet jedoch nicht. 
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daS die beschriebenen Ergebnisse und SchluiSf olgerungen nur fur 
den beschriebenen Spezialfall gelten und nicht unter Heranzie- 
hung des relevanten Fachwissens verallgeraeinert werden konnen . 

TSH = Thyroidstimulierendes Hormon (Thyreotropin) . 

Wird die Abkiirzung TSH ohne weitere Zusatze 
verwendet, handelt es sich nicht um ein bestim- 
mtes Produkt, sondern die Bindung bzw. Funktion 
des Mormons wird in allgemeiner Form disku- 
tiert . 

^^^I-bTSH - Radioiodiertes, als Kompetitor eingesetztes 
bTSH {bovines TSH) . Im Zusammenhang mit der 
Beschreibung von Assays der Firma B.R.A.H.M.S 
Diagnostica GmbH steht I -bTSH insbesondere 
fur ein Produkt, wie es gemafi DE 42 37 430 CI 
bzw. EP 0 668 775 Bl erhalten wird und Be- 
standteil des TRAK-Assay® der Fa. B.R.A-H.M.S 
Diagnostica GmbH ist. 

TSHR = Der TSH-Rezeptor , ein in der Schilddriisenmem- 

bran verankerter Glykoproteinrezeptor . Wird die 
Abkiirzung TSHR ohne weitere Zusatze verwendet, 
handelt es sich nicht um ein bestimmtes Pro- 
dukt, sondern die Funktion des Rezeptors bzw. 
seine Bindungsbeteiligung wird in allgemeiner 
Form diskutiert. 

rTSHR = Gentechnisch erzeugtes ( rekombinantes) Polypep- 

tid, das die Aminosauresequenz eines natiirlich 
vorkommenden TSHR, insbesondere eines humanen 
TSHR (hTSHR) , wenigstens in einem solchen Aus- 
maSe aufweist, dafi es als " f unktionaler TSH- 
Rezeptor" bezeichnet werden kann, was bedeutet, 
dafi es sich beziiglich der Bindung von Autoanti- 
korpern gegen den TSHR bzw. von hTSH in signi- 
fikantem Ausmafi wie der natiirlich vorkommende , 



wo 01/27634 



PCT/EPOO/10065 



insbesondere humane TSHR verhalt. Wird die Ab- 
kiirzung rTSHR ohne weitere Zusatze verwendet , 
handelt es sich nicht urn ein bestiratntes Pro- 
duJct, d.h. rTSHR kann fiir das recombinant e 
vollstandige, mehr oder weniger glykosylierte 
Polypeptide eine Teilsequenz einer ausreichen- 
den Lange oder ein gentechnologisch erzeugtec 
Fusionsprodukt davon stehen {wie es z.B. in der 
Internationalen Patentanmeldung PCT/EP97/06121 
beschrieben wird) . Ohne weitere Erlauterungen 
liegt ein einfach als "rTSHR" oder "rhTSHR" be- 
zeichnetes Produkt als Membranpraparation vor, 
aus der das Produkt ggf . durch geeignete Solu- 
bilisierung von Merabranen der zur Expression 
des rekombinanten Polypeptids verwendeten 2el- 
len unter Verwendung von Detergenzien auch als 
auf gereinigter Extrakt erhalten wurde . 



WT rTSHR = 



"Wildtyp TSHR" - ein im wesent lichen voll- 
standiger rhTSHR zur Bestimmung der Gesamttnenge 
an TSHR-Auto-Ab (Total) in einer Probe. 



Fusions -TSHR 



rhTSHR mit angefiigten Aminosauresequenzen , 
die die Polypeptidsequenz eines funktiona- 
len TSHR verlangern. 



TSHR-LUC 



Um den Proteinrest eines Enzyms, und zwar 
in alien Beispielen eines Leuchtkaf er-Lu- 
cif erase -Enzyms (LUC) , verlangertes 
rhTSHR-Fusionsprotein . 



TSHR/LH-CGR 



"TSHR-Chimare" , d.h. ein rhTSHR, bei dem 
Telle der Aminosauresequenz durch ver- 
gleichbare Sequenzen eines anderen Rezep- 
tors mit einem anderem Bindungsverhalten 
gegeniiber TSHR-Auto-Ab, insbesondere 
nichtbindenden Sequenzen, und zwar gemaB 
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alien Beispielen durch Sequenzen eines 
Ratten LH-CG-Rezeptors (LH-CGR) , ersetzt 
sind. 

TSHR/LH-CGR-LUC = rhTSHR-Fusionsprotein, das eine TSHR-Chi- 

mare sowie einen Enzymrest enthalt, der in 
alien Beispielen ein Leuchtkaf er-Lucif era- 
se-Rest ist. 

TSHR-Auto-Ab = In biologischen Proben, insbesondere huma- 

nem Serum oder Plasma, nachweisbare Auto- 
antikorper gegen den TSH-Rezeptor beliebi- 
ger Spezifitat. 

TSAb = Die Schilddruse stimulierende TSHR-Auto-Ab. Ihr 

Nachweis ist insbesondere fur die Diagnose des 
Morbus Basedow (englisch: Graves' disease) von 
Bedeutung. 

TBAb = Die Wirkung von TSH auf die Schilddruse 

blockierende TSHR-Auto-Ab, deren Nachweis zu 
einer Hypothyreose in Beziehung gesetzt werden 
kann. 

TBI I - In kompetitiven Assays, die auf einer Konkur- 

renz von markiertem TSH mit TSHR-Auto-Ab urn die 
Bindungsstellen einer TSHR-Praparation beruhen, 
erfafibare TSHR-Auto-Ab. Sie konnen TSAb und/- 
Oder TBAb und/oder neutrale TSHR-Auto-Ab sein. 
Ein kommerzieller Assay ( Radiorezeptorassay) 
zur Bestimmung von TSHR-Auto-Ab vom TBII-Typ 
ist der TRAK-Assay® der Fa. B.R.A.H.M.S Diagno- 
stica GmbH. 

Im Rahmen der Arbeiten, die in der vorliegenden Anmeldung 
beschrieben werden, v/urden mit: der Absicht, selektive Immun- 
prazipitationsassays zur Bestimmung von TSHR-Auto-Ab -Typen zu 
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schaffen, neue Reagenzien in Form von Fusionsproteinen ge~ 
schaffen, die einen Leuchtkaf er-Lucif erase-Rest als Beispiel 
fur einen detektierbaren Enzymrest enthalten, sowie einen 
rekombinanten funktionalen humanen TSH-Rezeptor (rhTSHR) , der 
auch als "Wildtyp-TSHR" (WT TSHR) bezeichnet wird, sowie drei 
verschiedene TSHR-Chimaren (Chimaren A, B und C) . Die Chimaren 
wurden so konstruiert , daS aufgrund von "Erkenntnissen, die mit 
Bioassays unter Verwendung derartiger Chimaren gewonnen worden 
waren, die Hoffnung bestand, dafi sie fiir stimulierende oder 
blockierende TSHR-Auto-Ab selektiv sein konnten. Eine weitere 
Chimare (Chimare C) war eine solche, die weder mit stimulie- 
renden noch blockierenden TSHR-Auto-Ab reagieren sollte und 
daher fiir sogenannte "neutrale" Autoantikorper ohne bekannte 
pathogene Wirkung selektiv sein mufite, wenn Seren tatsachlich 
auch derartige neutrale TSHR-Auto-Ab enthalten. 

Mit den genannten neuen Reagenzien wurden verschiedene Ver- 
suchsreihen durchgefuhrt , in denen festgestellt werden sollte, 
ob die Anfugung eines Enzym-Proteinrests die Funktionalitat 
des TSHR-Rests im Fusionsprodukt beeintrachtigt und/oder ob 
durch die Einbindung in ein Fusionsprodukt die Enzymaktivitat 
des angefiigten Enzymrest s signifikant verandert wird. Der- 
artige Untersuchungen waren auch deshalb erf orderlich, weil 
die bisher bekannten TSHR-Fusionsprodukte stets nur kiirzere 
Peptidreste, jedoch keine langen Enzymreste von proteinischer 
Natur enthielten. 

Wie nachfolgend genauer gezeigt wird, erwies es sich, daS die 
Funktionalitat des TSHR bzw, der TSHR-Chimaren durch die 
Anfugung eines Enzymrests nicht signifikant verandert wird, 
und daiL auSerdem auch der Enzymrest, der in den konkreten 
Beispielen em Leuchtkaf er-Luci f erase -Rest war, seine Wirkung 
behalt und fiir die iibliche Machweisreaktion verwendet werden 
kann . 



Nachdem man festgestellt hatte, daS die TSHR- bzw. TSHR-Chima- 
ren-Enzym-Fusionsprodukte die gewiinschcen Reakti vi taten auf- 
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wiesen, wurden sie in Immunprazipitationsassays eingesetzt, 
wobei Seren von Norma Ipe rs one n und Patienten mit Schilddriisen- 
erkrankungen getestet wurden und die erhaltenen Ergebnisse zu 
den Ergebnissen in Beziehung gesetzt wurden, die mit den 
vorbekannten Assays erhalten vmrden, namlich einmal mit einem 
kompetitiven Assay zur Bestimmung von TSHR-Auto-Ab, die mit 
TSH korapetieren (TBII) , und zum anderen mit Bioassays, bei 
denen die cAMP-Produktion von transformierten Zellen gemessen 
wurde . 

Nachfolgend wird die Erfindung anhand von Herstellungs- und 
Anwendungsbeispielen unter Bezugnahme auf eine Figur noch 
naher erlautert. 

Materialien und Methodexi 

Haterialien 

i25i_bTSH {56/xCi/^g) sowie die fur die Bestimmung verwendenten 
kommerziellen TRAK-As say® -Kits wurden genau wie die verwendete 
Protein A-Suspension und die monoclonalen Maus-Antikorper 
gegen die extrazellulare Domane des hTSHR von der Firma 
B.R.A.H.M.S Diagnostica GmbH, Berlin zur Verfiigung gestellt. 
Das Plasmid pcDNA3 -rLHR (B9) wurde von Dr. D.L. Segal off (The 
University of Iowa, USA) zur Verfugung gestellt. Das Plasmid 
pSP-luc+NF wurde von der Fa. Promega (Heidelberg, Deutschland) 
erworben. Als ECL Western-Blot -Nachweis-Kit und cAMP-RIA-Kit 
wurden Kits der Fa. Amersham {Braunschweig, Deutschland) ver- 
wendet . Die DNA-Primer 

PI ( 5 ' -GTCATGCATCAGCTGCTGGTGCTGGCAGTG- 3 ' ) , 

P2 ( 5 ' -GTCGACGTCGTTATGTGTAAGTTATCACAG- 3 ' ) , 

P3 V 5 ' -GTCCTTAAGAAAACACTGCCCTCCAAAGAAAAA-- 3 ' ) und 

P4 ( 5 ' - ATCGAGCTCTTCATTCTCCTCAAAGATGGC- 3 ' ) 

wurden von der Firma Interactiva (Ulm, Deutschland} bezogen. 
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Zellkultur 

HeLa-Zellen wurden in Dulbecco's modi fizier tern Eagle's Medium, 
das mit 10 % fetalem Rinderserum erganzt war, geziichtet. Die 
Zellen wurden in einer 5%igen C02-Atmosphare bei 37°C kulti- 
viert . 

Konstruktion von TSHR/LH-CGR-Chimaren 

Drei unterschiedliche Chimaren des humanen TSHR, bei dem 
Teilsequenzen durch entsprechende Sequenzen eines Ratten-LH-CGR 
ersetzt waren, wurden gemaS der Beschreibung in Biochem Biophys 
Res Commun. (1991) , 179: 70-77 konstruiert. Bei einer der 
Chimaren, die nachfolgend als "ChimSre A" bezeichnet wird, waren 
die TSHR-Aminosauren 8-165 durch die vergleichbaren Aminosauren 
10-166 des LH-CGR ersetzt; bei "Chimare B" waren die TSHR- 
Aminosauren 261-370 durch die vergleichbaren Aminosauren 261-329 
eines Ratten LH-CGR ersetzt; wahrend im Falle der "Chimare C" 
sowohl die Aminosauren 8-165 als auch die Aminosauren 261-370 des 
TSHR durch vergleichbare LH-CGR -Aminosauren ersetzt waren. 

Im einzelnen wurde dabei von dem Plasmid pcDNA3 -rLHR (39) 
ausgegangen, das die Sequenz fiir den Ratten- LH-CGR- Re zeptor 
enthalt- Die DNA- Sequenzen, die fur die Aminosauren 10-165 sowie 
261-32 9 kodierten, wurden nach der PCR-Technik unter Verwendung 
der Primerpaare P1-P2 bzw. P3-P4, die Nsil, Aatll, Bfrl bzw. 
Sacl-Restrikt ionsstellen enthielten, vervielf altigt , wodurch man 
Nsil/Aatll bzw. Bf rl/SacI -PCR-Fragmente erhielt . Parallel dazu 
wurde ein pTMl -TSHR-FLAG- 6HIS-Plasmid, das gema^?> DE 196 45 729 
bzw. Exp Clin Endocrinol Diabetes. 5: 282-290 (1997) erhalten 
worden war, mit Pstl-Aatll bzw. Bfrl -Sad -Restriktionsendonuklea- 
sen verdaut . Die dabei erzeugten Fragmente wurden entfernt und 
durch die aus dem Ratten-LH-CG-Rezeptor erhaltenen PGR -Fragment en 
ersetzt, wodurch die cDNA-Sequenzen fiir die unterschiedlichen 
TSHR/LH-CGR-Chimaren A, B und C erhalten wurden. 
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Der Vektor pTMl -TSHR-FLAG-SHIS Oder der daraus erhaltene neue 
Vektor mit der TSHR/LH-CGR-DNA (pTMl-TSHR/LH-CGR) wurden mit Clal 
linearisiert, -und die "klebrigen" Enden wurden unter Verwendung 
von Klenow- Polymerase aufgefiillt. Das fur die Expression 
bestimmte Fragment wurde unter Verwendung von BamHI herausge- 
schnitten und in die Hindll /BamHI -Stelle eines Vaccinia-Trans- 
fervektors p7,5K131 subkloniert, wie in DE 196 45 729 bzw. Exp 
Clin Endocrinol Diabetes. 5: 282-290 (1997) naher beschrieben 
ist. 

Hers tel lung von Vektoren fur die Expression von TSHR bzw. 
TSHR/LH-CGR-Chimaren iind dem Enzym Luc if erase 

Unter Verwendung des Plasmids pSP-luc+NF, das die Sequenz der 
Leuchtkafer-Lucif erase enthalt, wurden DNA-Sequenzen, die fur den 
vollstandigen humanen "Wildtyp" TSHR bzw. fur TSHR/LH-CGR- 
Chimaren kodieren, mit der cDNA verbunden, die fiir die 550 
Aminosauren umfassende Sequenz der Leuchtkafer-Lucif erase 
kodieren. Dazu wurde die Sequenz fiir die Leuchtkafer-Lucif erase 
mit BstEII und EcoRI aus dem Plasmid pSP-luc+NF geschnitten und 
in entsprechende Orte der p7 , 5K131-TSHR- bzw. p7 , 5K131-TSHR/LH- 
CGR-Vektoren eingefiigt, wodurch Vaccinia-Rekombinationsplasmide 
p7,5K131-TSHR-LUC bzw. p7 , 5K131-TSHR/LH-CGR-LUC erhalten wurden. 

Erzeugung von Vacciniavirus-Rekombinanten 

Unter Anwendung der in naheren Einzelheiten in DE 196 45 72 9 bzw. 
Exp Clin Endocrinol Diabetes. 5: 282-290 (1997) oder in J Virol. 
68: 8423-8427 (1994) beschriebenen Technik wurde die cDNA fiir das 
TSHR-Lucif erase bzw. TSHR/LH-CGR-Lucif erase -Konstrukt aus 
p7, 5K131-TSHR-LUC bzw. p7 , 5K13 1 -TSHR/LH-CGR~LUC-Plasmide.n in das 
Genom des Wildtyp-Vacciniavirus-Stamms Kopenhagen unter homologer 
Rekombi nation in das Thymidinkinasegen inkorporiert . 
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Expression und Gewiimung von Fusionsproteinen TSHR-LUC bzw. 
TSHR/LH-CGR-LUC als Zellextrakt 

Konfluente HeLa-Zellen, die in einer 75 cm^-Platte (ungefahr 20 
X 10^ Zellen) geziichtet wurden, wurden mit einer koloniebildenden 
Einheit (cfu) an rekombinantem Vacciniavirus pro Zelle inf iziert 
und fiir 24 h bei 37°C inkubiert . Infizierte Zellen wurden durch 
Abschaben in eine phosphatgepuf f eret Salzlosung (PBS) (iberfiihrt 
und viermal mit PBS unter Zentrif ugieren bei 2500 U/min gewa- 
schen. Die erhaltenen Zellen wurden in 0,3 ml eines Puffers A 

{20inM Hepes-KOH; pH 7,5; 50 mM NaCl ; 1 % Triton XlOO; 10 % 
Glycerol) unter Einfrieren und Auftauen lysiert . Die erhaltene 
Suspension wurde bei 30000 g Ih zentrif ugiert , der Uberstand 

(etwa 8 mg/ml Gesamtprotein) wurde gesammelt und bei -70 °C 
auf bewahrt . 

Der wie beschrieben erhaltene Uberstand (Extrakt) wurde in den 
Immunprazipitations-Versuchen als TSHR-LUC bzw. TSHR/LH-CGR-LUC 
eingesetzt . 

Herstellung von Zellfraktionen 

Wie oben beschrieben wurde eine Monoschicht von konfluenten HeLa- 
Zellen, die in einer 75 cm^-Platte gezuchtet wurden, mit einer 
Plaque-bildenden Einheit eines rekombinanten Vacciniavirus pro 
Zelle inf iziert und 24 h bei 37°C inkubiert. Infizierte Zellen 
wurden mit PBS gewaschen, geerntet und unter Zentrif ugieren bei 
1200 U/min pelletiert . Das erhaltene Zellpellet wurde in 0,3 ml 
eines Puffers resuspendiert , der 10 mM Tris-HCl, pH 7 , 6 , 50 mM 
NaCl, 10% Glycerol sowie eine Proteaseinhibitorenmischung 
enthielt. Die Suspension wurde danach bei 4°C durcn 20 Hubbewe 
gungen in einem Glas/Tef ion-Homogenisator homogenisiert und dann 
15 min bei 800 g zentrif ugiert sowie anschlieEend fiir 1 h bei 
30000 g. Der Uberstand (die Cytoplasmaf rakt ion) wurde gesammelt. 
Das Membranpellet wurde auf gearbeitet , indem es bei 4°C durch 2 0 
Hubbewegungen in einem Glas/Tef lon-Homogenisator in 0,3 ml 1% 
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Triton XlOO im gleichen Puffer homogenisiert und dann bei 30000 
g fiir 1 h zentrif ugiert wurde . Der Uberstand {Triton XlOO- 
Membranextrakt) wurde gesammelt und bei -70°C auf bewahrt . 

Immunprazipitations -Versuche 

Fiir die nachfolgend beschriebenen Immunprazipitations -Analysen 
wurden 40 fxl TSHR-LUC bzw. TSHR/LH-CGR-LUC (2x10^ relative 
Lichteinheiten) mit 10 (jlI Serum vermischt und uber Nacht bei 4°C 
inkubiert . Zur Ausfallung der gebildeten Immunkomplexe wurden 2 5 
^1 einer 20%igen Protein A-Suspension in Puffer A zugesetzt, und 
die Mischung wurde unter Schutteln 1 h bei 4°C inkubiert. Unter 
Zentrifugieren wurde die Suspension 4 mal mit 1 ml Puffer A (ohne 
Triton XlOO) gewaschen. Abschliefiend wurde das Pellet in 50 jil 
Puffer A {ohne Triton XlOO) resuspendiert , und die Lucif erase - 
aktivitat in der aus dem Pellet erhaltenen Suspension wurde 
mittels eines Luminometers (Lumat 9501, Firma Berthold, Wildbad, 
Germany) nach dem ublichen Bestimmungsprotokoll bestimmt. Die 
erhaltenen Ergebnisse wurden als gebundene relative Licht- 
einheiten ausgedriickt . 

Bindung von ^^^I-TSH an TSHR-LUC Oder TSHR/LH-CGR-LUC 

Die Prufung der Bindung von -"-^^I-TSH an die verschiedenen 
solubilisierten Lucif erase-Fusionsproteine wurde in einem 
Gesamtvolumen von 200 ^1 durchgef iihrt , das sich zusammensetzte 
aus 50 ^1 Fusionsprotein-Losung {Zellextrakt ) , 50 /il Null- 
standard-Serum sowie 100 /j.1 einer ■'-^^I -TSH-Losung (etwa 20000 
Cpm) . Die Reakt ionsmischung wurde 2 h bei Raumtemperatur 
inkubiert, wonach die Komplexe aus ^^^I -TSH/Fusionsproteinen 
durch Zugabe von 2 ml Polyethylenglycol ausgefallt wurden. Nach 
Zentrif ugieren bei 2000 g fiir 10 min wurde die Gammastrahiung im 
Pellet gemessen. 

Das AusmaE der unspezif ischen Bindung wurde in Gegenwart von 10"^ 
M TSH bestimmt und betrug < S-s der Gesamtbindung . 
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Bestimmxing von die TSH-Bindung inhibierenden Immunglobulinen 
(TBII) 

Die Bestimmung der TSHR-Auto-Ab von Typ der die TSH-Bindung 
inhibierenden Immunglobuline (TBII) wurde unter Verwendung von 
Testrohrchen, die an ihren Wanden einen uber Antikorper af£ini- 
tats-immobilisierten rhTSHR aufweisen (TRAK Assay® der Fa. 
B.R.A.H.M.S Diagnostica GmbH; vgl . auch J Clin Endocrinol Metab. 
84:90-97, 1999), gemaS den Vorschriften des Herstellers durch- 
gefuhrt. Die Ergebnisse vmrden, unter Verwendung einer Standard- 
kurve (Verdrangungskurve mit Standardseren 0, 1, 2, 4, 16, 40 
IU/1 aus dem TRAK Assay®) , in internationalen Einheiten/Liter 
{lU/D angegeben. Die Menge an Autoantikorpern im Testserum ist 
proportional zu dem gemessenen Wert (IU/1) . 

Bioassay ziim Nachweis von stimulierenden TSHR-Auto-Ab (TSAb) 

Der Nachweis von TSAb wurde in unf raktionierten Seren unter 
Verwendung von CHO-Zellen durchgefuhrt , die den TSHR stabil 
exprimieren. Die Bestimmung von extrazellularem cAMP im Uberstand 
wurde mit einem kommerziellen cAMP-RIA-Kit entsprechend den 
Vorschriften des Herstellers durchgefuhrt. Der Stimulierungs index 
(SI) wurde entsprechend der Verof f entlichung Vlase H et al . in 
Endocrinology (1995), 136: 4415-4423 wie folgt berechnet : 
SI(%) = 100 X (cAMP Patient / cAMP negative Kont roll probe) . 

Bioassay zum Nachweis von blockierenden TSHR-Auto-Ab (TBAb) 

Bovines TSH (10 mU/ml) wurde zu CHO-Zellen, die den hTSHR stabil 
exprimieren, entweder mit Kontroll- oder Testserum zugefiigt. Die 
jeweilige cAMP-Produktion wurde, wie kurzlich beschrieben 
(Wallaschof ski und Paschke, Clin Endocrinol. 50:365-372, 1999; 
gemessen und verglichen. Die Bestimmung von extrazellularem cAMP 
im Uberstand wurde mit einem kommerziellen cAMP-RIA-Kit ent- 
sprechend den Vorschriften des Herstellers durchgefuhrt. Der 
Inhibierungsindex (II) wurde berechnet als: 
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= 100 X [l-(cAMP Patient TSH / cAMP negative Kontrolle 

TSH) ] , 

Western blotting 

Proteine wurden einer Polyacrylgelelektrophorese (PAGE) in 8% SDS 
unterworfen und auf ubliche Weise auf Nitrozellulosemembranen 
iibertragen. Die Membranen wurden liber Nacht bei 4°C mit monoklo- 
nalen Mause-Antikorpern gegen die Aminosauren 3 78-388 der 
extrazellularen Domane des TSHR in einer Verdunnung von 1:20 
versetzt. Gebundene Antikorper wurden anschlieSend unter 
Verwendung eines Western blotting Kits fur eine verstarkte Chemi- 
lumineszenz nachgewiesen . 

Unter Verwendung der obigen Materialien und unter Anwendung der 
beschriebenen Techniken wurden die nachfolgend beschriebenen 
Versuche durchgefiihrt , deren Ergebnisse unter Bezugnahme auf die 
Figuren naher erlautert werden. 

In den Figuren zeigen: 

Fig. 1 die Bindung von TSH an verschiedene exprimierte 
rhTSHR-Produkte , und zwar in Form von Verdrangungs- 
kurven, die die Inhibierung der Bindung von ^^^I-bTSH 
durch steigende Mengen an unmarkiertem TSH an Wildtyp- 
TSHR {WT; ■) ; TSHR- LUC (o) sowie an Chimare A- LUC (a) 
zeigen. Die Ergebnisse sind ausgedriickt als Prozent 
der Gesamtbindung in Abwesenheit von unmarkiertem TSH, 
die fur WTTSHR, TSHR- LUC und Chimare A -LUC 4 512 cpm, 
2793 cpm bzw. 2856 cpm betrugen. Jeder Wert ist der 
Mittelwert + 2 3D von Doppelmessungen in zwei getrenn- 
ten Versuchen. 

Fig. 2 die Fahigkeit von Kontrollseren und Seren von Morbus 
Basedow- Pat ienten zur Immunpraz ipi tat ion von WTTSHR- 
LUC im Vergleich mit der Fahigkeit dieser Seren, in 
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einem herkommlichen kompetitiven TRAK Assay die 
Bindung von ^^^I-bTSH an ein hrTSHR-Praparat zu inhi- 
bieren. Die Immunprazipitations-Aktivitaten der Seren 
sind ausgedriickt als gebundene RLU (relative Licht- 
einheiten) , die Inhibierungsaktivitaten warden als 
Internationale Einheiten/Liter (IU/1) ausgedriickt, wie 
im Text naher erlautert wird. Die waagerechte punk- 
tierte Linie ist die Linie fur zwei Standardabweichun- 
gen (SD) oberhalb des Mittelwerts fur Normal per sonen 
(30737 RLU) . 

Fig. 3 die Fahigkeit von Kontrollseren und Seren von Morbus 
Basedow- Pat ienten zur Immunprazipitation von Chimare 
C-LUC im Vergleich mit der Fahigkeit dieser Seren, in 
einem herkommlichen kompetitiven TRAK Assay® die 
Bindung von ^^^I-bTSH an ein hrTSHR-Praparat zu inhi- 
bieren. Die Immunprazipitations-Aktivitaten der Seren 
sind ausgedriickt als gebundene RLU (relative Licht- 
einheiten) , die Inhibierungsaktivitaten werden als 
Internationale Einheiten/pro Liter (lU/l) ausgedriickt, 
wie im Text n^her erlautert wird. Die waagerechte 
punktierte Linie ist die Linie fiir zwei Standard- 
abweichungen (SD) oberhalb des Mittelwerts fiir Normal - 
per sonen (3 8980 RLU} . 

Fig. 4 die Differenz der Immunprazipitatbildung von TSHR-LUC 
und Chimare C-LUC (WT-C) mit Seren von Normal per sonen 
und Morbus Basedow- Pat ienten, verglichen mit der 
Fahigkeit dieser Seren, die Bindung von -"-^^I-TSH an ein 
rhTSHR-Praparat zu inhibieren. Die Immunprazipita- 
tions -Akt ivitaten der Seren sind als Werte von gebun- 
denem RLU ausgedriickt, die Inhibierungsaktivitaten 
werden, wie im Text erlautert, in IU/1 ausgedriickt- 
Die waagerechte punktierte Linie gibt den Wert von 
zwei Standardabweichungen (SD) oberhalb des Mittel- 
werts fiir Normalpatienten (3384 RLU) an. 
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Fig. 5 die Differenz der Immunprazipitatbildung von TSHR-LUC 
und Chimare A- LUC (WT-A) in Seren von Normalpatienten 
(n=62) und Seren von Morbus Basedow-Patienten (n=63) 
verglichen mit der Fahigkeit dieser Seren, in einem 
cAMP-Bioassay die cAMP-Synthese zu stimulieren . Die 
Immunprazipitations-Aktivitaten der Seren sind ausge- 
driickt als gebundene RLU, die cAMP-stimulierenden 
Aktivitaten werden als St imulationsindex (SI) ausge- 
druckt . Die waagerechte punktierte Linie ist die Linie 
fur zwei Standardabweichungen (SD) oberhalb des 
Mittelwerts fur normale Patienten (7000 RLU) . Die 
senkrechte gepunktete Linie zeigt den SI -cutoff fiir 
Normal seren (20 0%) . 

Fig. 6 die Differenz der Immunprazipitatbildung der Chimaren 
A und C (A-C) durch Seren von Morbus Basedow-Patienten 
{n=63) verglichen mit der Fahigkeit dieser Seren, die 
cAMP-Synthese in einem cAMP-Bioassay zu inhibieren. 
Die Immunprazipitat ions -Aktivitaten der Seren sind 
ausgedruckt als gebundene RLU, die cAMP-blockierenden 
Aktivitaten sind ausgedruckt als Inhibierungs index 
{II) . Die waagerechte gepunktete Linie zeigt den Wert 
von zwei Standardabweichungen (SD) oberhalb des 
Mittelwerts fiir Normalpersonen (835 RLU) . Die senk- 
rechte punktierte Linie zeigt den II -cutoff fiir Seren 
von Normalpersonen (10%) . 

Nachfolgend werden die verschiedenen Messungen unter Verwendung 
der neuen TSHR-LUC bzw. TSHR/LH-CGR-LUC Fusionsprodukte naher 
beschrieben . 

Reaktivitat von TSHR-LUC bzw. TSHR/LH-CGR-LUC-Fusionsprodukten 
mit ^^^I-TSH 



Zur Priifung der Frage, ob die Lucif erase- Fusionsprodukte 
gegeniiber TSH ein Bindungsverhalten zeigen, das den Erwartungen 
entspricht, wurden die die entsprechenden Fusionsprodukte 
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enthaitenden Lysate von HeLa-Zellen, die mit einem geeigneten 
rekombinanten Vacciniavirus gemaS den obigen Versuchen inf iziert 
worden waren, tnit ^^^I-TSH umgesetzt, und es wurde der Grad der 
Bindung von ^^^I-TSH in Abhangigkeit von der gleichzeitig in der 
Reaktionslosung vorhandenen Menge an unmarkiertem TSH gemessen. 
Die Ergebnisse der Versuche sind in Fig. 1 dargestellt, in der 
der Wert fur 100% die Gesamtmenge an gebundenem ^^^I-TSH in 
Abwesenheit von unmarkiertem TSH darstellt, Es zeigte sich, daS 
keine grundsatz lichen Unterschiede bei den Verdrangungskurven zu 
erkennen sind, die man fur die Fusionsproteine TSHR-LUC und die 
Chimare A-LUC, bei der die TSHR-Aminosauren 8-165 ersetzt sind, 
erhielt. Der Absolutwert fur die maximale TSH-Bindung war fur den 
Wildtyp TSHR etwa 1,6 mal hoher als fur die LUC-Fusionsprodukte . 
Berucksichtigt man, daS bei der Expression von Wildtyp-TSHR in 
HeLa-Zellen eine Rezeptordichte von etwa 150000 Rezeptoren pro 
Zelle erhalten wird, laiSt sich errechnen, dafi derartige HeLa- 
Zellen etwa zwei Drittel dieser Menge, d.h. etwa 100000 Rezeptor- 
Lucif erase-Fusionsmolekiile pro Zelle erzeugten. 

Die anderen Chimaren-Fusionsprodukten, namlich Chimare B-LUC und 
Chimare C-LUC, bei denen die TSHR-Reste 2 61-370 bzw. die TSHR- 
Reste 8-165 sowie 261-370 durch Ratten-LH-CGR-Reste ersetzt 
waren, waren nicht in der Lage, ^^^I-TSH spezifisch zu binden. 
Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit dem, was aufgrund 
von Literaturdaten erwartet werden konnte (Biochem Biophys Res 
Commun. 179: 70-77 (1991), J Clin Endocrinol Metab . 81: 1758-1767 
(1996) ) . 

Es ist ausdriicklich darauf hinzuweisen, dalS alle Fusionsprodukte 
die enzymatische Aktivitat der Leuchtkafer-Lucif erase aufwiesen. 
Die Lumineszenzintensitat von Zelllysaten, die die Fusions- 
produkte TSHR-LUC bzw. TSHR/LH-CGR-LUC enthielten, war weitgehend 
identisch, indem pro ml Lysat etwa 10^ RLU gemessen wurden. 

Wie die oben beschriebenen Versuche zur Herstellung von Zellmem- 
branf raktionen ergaben, war in alien Fallen mehr als 90% der 
Lucif eraseaktivicat in der Membranf rakt ion lokalisiert. Nur etwa 
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10% der Lucif eraseaktivitat wurde in der wasserloslichen 
Cytoplasmaf raktion gefunden. Die Lucif erase -Mefidaten zeigten 
genau wie Western-Blotting-Experimente , dafi alie Fusionsprodukte 
in HeLa-Zellen nach der beschriebenen Technik mit etwa der 
gleichen Wirksamkeit exprimiert wurden. 

Nachweis von TSHR-Auto-Ab in Seren von Morbus Basedow- Patient en 
unter Verwendung der TSHR- LUC -Fusionsprodukte sowie unter 
Verwendung der verschiedenen TSHR/LH-CGR-LUC- Fusionsprodukte . 

TSHR-LUC und TSHR/LH-CGR-LUC-Fusionsprodukte wurden zum Nachweis 
von Autoantikorpern in Seren von Morbus Basedow- Patient en durch 
Immunprazipitationsanalyse nach der waiter vorn beschriebenen 
allgeraeinen Arbeitsweise eingesetzt. Wenn man davon ausgeht, daS 
die Epitope fiir TSAb im Bereich der Aminosauren 25-165 des TSHR 
lokalisiert sind, und die Epitope fur TBAb im Bereich der 
Aminosauren 261-370, lassen sich die MeSergebnisse der Immun- 
prazipitationsanalyse zur Bestimmung der Relat ivmengen der 
unterschiedlichen Typen von Autoantikorpern in Seren von Morbus 
Basedow-Patienten heranziehen. Es sollte folgendes gel ten: 
(i) die Bindung von Fusionsprodukten, die WT TSHR (WT) enthalten, 
sollte der Gesamtmenge an TSHR- Auto -Ah in den Seren proportional 
sein, 

(ii} der Unterschied der Werte fiir die Bindung von TSHR-LUC und 
Chimare A- LUC (WT-A) (oder zwischen den Chimaren B-LUC und C-LUC, 
d.h. B-C) durch die Testseren sollte der Menge von TSAb in diesen 
Seren entsprechen, 

(iii) der Unterschied zwischen den Bindungswerten fiir TSHR-LUC 
und Chimare B-LUC (WT-B) (odei: zwischen den Chimaren A- LUC und 
C-LUC, d.h. A-C) sollte die Menge an TBAb in Seren widerspiegeln , 

(iv) das AusmalS der Bindung an Chimare C-LUC, die weder di^ 
Epitope fiir TSAb noch fiir TBAb enthalt, sollte die Menge a., 
neutralen Autoantikorpern in den Testseren widerspiegeln. 

Es zeigte sich, daS die Fusionsprodukte von sowohl TSHR als auch 
den drei TSHR/LH-CGR-Chimaren elne deutliche Wechselwirkung mit 
den in Seren von Morbus Basedow-Patienten vorhandenen Auto- 
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antikorpern zeigten. Tabelle 1 zeigt die mittleren Bindungswerte, 
die unter Verwendung von Seren von 62 Kontrollpersonen und 74 
Morbus Basedow- Pat ienten erhalten wurden. 

Tabelle 1 





TSHR 


Chimare A 


Chimare B 


Chimare C 


Kontrollen 
(n=62) 


19573 


17965 


22251 


22794 


Patienten 
(n=74) 


97065 


40209 


130481 


33832 



Die Fusionsprodukte der Chimaren A und C {die keine Epitope fiir 
TSAb aufweisen) wechselwirkten mit pathologischen Autoantikorpem 
in alien 74 Fallen schlechter als WT-TSHR-Produkte . Unerwarteter- 
weise zeigte sich, daS das Fusionsprodukt der Chimare B (die 
keine Epitope fur TBAb enthalt) die pathologischen Autoantikdrper 
in alien Fallen wirksamer band als Fusionsprodukte des WT-TSHR. 
Moglicherweise ist das auf eine fiir die TSAb-Bindung vorteilhaf te 
Veranderung der Rezeptorstruktur zuruckzufiihren . 

Ferner zeigte sich, daJ5 Seren von Normalpersonen eine Bindung an 
alle Fusionsprodukte, d.h. WT-TSHR und alle Chimaren, mit etwa 
der gleichen Wirksamkeit zeigten, wobei die Unterschiede in alien 
Fallen im Bereich von 10 bis 15% lagen. Die in Tabelle l 
gezeigten Ergebnisse gestatten es, zu errechnen, dafi der mittlere 
Gehalt der verschiedenen Autoant ikorpertypen fiir die 74 ver- 
messenen Seren von Morbus Basedow- Patienten etwa 59% TSAb, etwa 
7% TBAb und etwa 35% neutrale TSHR-Auto-Ab, angegeben als 
Prozentsatz bezogen auf die Gesamtmenge an TSHR-Auto-Ab, betrug. 
Es bestand eine positive Korrelation der Bindungswerte fiir jede 
Kombination von Fusionsprodukten , wenn ihr Immunprazipitat ions- 
verhalten in 74 Seren von Morbus Basedow-Patienten verglichen 
wurde (r im Bereich von 0,57 bis 0,91; p < 0,001, vgl . Tabelle 
2) . 
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Tabelle 2 



Verglichene 
Chitnaren 


WT und 
A 


WT und 
B 


WT und 
C 


A und 
B 


A und 
C 


B und 
C 


Korrelation 


0,60 


0,89 


0. 57 


0,63 


0, 91 


0, 66 



Die Gesamtmenge an TSHR-Auto-Ab in den Testseren wurde unter 
Verwendung des mit Lucif erase fusionierten Wildtyp-TSHR bestimmt. 
Die Spezifitat bei einer TSHR-LUC-Immunprazipitation unter 
Verwendung von 62 Kontrollseren und 74 Seren von Patienten mit 
Morbus Basedow verschiedener Schwere ist in Fig. 2 gezeigt . Nur 
zwei der 62 Normalseren zeigten mit dem TSHR-haltigen Fusions- 
produkt eine Immunprazipitationsaktivitat , die hoher war als ein 
Wert, der dem Mittelwert fur Normalpersonen zuzuglicher zweier 
Standardabweichungen entsprach (30740 RLU) . Die Bindungswerte fiir 
alle anderen Kontrollseren lagen im Bereich von 10000 bis 30000 
RLU. Das separat bestimmte Niveau der unspezif ischen Bindung von 
TSHR-LUC durch die Protein A-Suspension in Abwesenheit eines 
Serums betrug nur etwa 1.000 RLU. Im Gegensatz zu den Kontroll- 
seren wurden 73 von 74 Seren von Morbus Basedow- Patienten in dem 
Immunprazipitationsassay als positiv gemessen. In diesen Fallen 
lag der Bindungsgrad im Bereich von 3 000 0 bis 24000 0 RLU. 

Die gezeigten Daten deuten auf eine hohe Spezifitat des TSHR-LUC 
bzw. TSHR/LH-CGR-LUC- Immunprazipitationsassays . Bei einem 
direkten Vergleich wurde auch eine positive Korrelation (r = 
0,61; p < 0,001) zwischen den mit dem Immunprazipitationsassay 
erhaltenen Ergebnissen und den Ergebnissen einer TBII-Messung der 
74 Seren von Morbus Basedow- Pat ienten mit dem kompetitiven TRAK 
Assay* erhalten. Kont rollversuche ergaben, daS Seren von 
Patienten, die an einer anderen Autoimmunerkrankung litten {Seren 
von zehn Patienten mit juvenilem Diabetes mellitus) TSHR-Fusions- 
produkte nur mit einer sehr niedrigen Wirksamkeit prazipitierten . 
Die Prasipitationsaktivitaten waren dabei vergleichbar mit denen, 
die fiir Normalpersonen erhalten wurden, indem die Bindungswerte 
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im Bereich von lOOOO bis 23000 RLU lagen. 



Nachweis von "neutralen" TSHR-Auto-Ab in Seren von Morbus 
Basedow- Patienten unter Verwendung von TSHR/LH-CGR-LUC-Chimaren 

Die Menge an "neutralen TSHR-Auto-Ab" in den Testseren wurde 
unter Verwendung des Fusionsprodukts Chimare C-LUC ermittelt. Es 
zeigte sich, dafi derartige neutrale TSHR-Auto-Ab in alien 62 
Seren der Kontrollpersonen sowie in alien 74 Seren von Morbus 
Basedow-Patienten nachzuweisen waren. Die Bindungswerte fur die 
Kontrollseren lagen im Bereich von 10000 bis 500 00 RLU, wShrend 
sie fur die Patientenseren im Bereich von 10000 bis 110000 RLU 
lagen. Die meisten der Patientenseren (57 von 74) enthalten etwa 
die gleiche Menge an neutralen TSHR-Auto-Ab wie die Kontroll- 
seren. Die Relativmenge der neutralen TSHR-Auto-Ab in den 
Patientenseren liegt im Bereich von 10 bis 75% der Gesamtmenge 
an TSHR-Auto-Ab, wohingegen praktisch alle TSHR-Auto-Ab in den 
Kontrollseren zu den neutralen TSHR-Auto-Ab gehoren (90-100%) . 
Fig. 4 zeigt die Unterschiede des Prazipitationsgrads mit 
Fusionsprodukten des Wildtyp-TSHR und der Chimare C bei den 
gleichen Seren . Die erhaltenen Werte ergeben die Summe aus TSAb 
und TBAb (ohne neutrale Antikorper) in den untersuchten Seren. 
In diesem Fall ist der Unterschied zwischen Kontrollseren und 
Patientenseren starker ausgepragt, indem alle 74 Patientenseren 
im vorliegenden Assay klar positiv waren. Von den Kontrollseren 
andererseits waren nur zwei als positiv anzusehen, was darauf 
hinweist, daS moglicherweise einige Normalpersonen eine gewisse 
Menge an sowohl stimulierenden als auch blockierenden TSHR-Auto- 
Ab enthalten konnen. Die Korrelation zwischen den bei diesem 

(5 

Assay und dem TRAK Assay erhaltenen Ergebnissen war positiv (r 
= 0, 56; p < 0, 001; n = 74 ) . 

Nachweis von TSAb in Seren von Morbus Basedow-Patienten unter 
Verwendung von TSHR/LH-CGR-LUC-Chimaren 

Die Menge an TSAb (stimulierenden TSHR-Auto-Ab) in Patientenseren 
wurde aufgrund des Unter schieds der Bindungswirksamkeit der 
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Fusionsprodukte mit den WT-TSHR bzw. derjenigen mit der Chimare 
A errechnet. Fig. 5 zeigt den Vergleich fur den Stimulationsindex 
(SI) von 62 Kontrollseren und 63 Patientenseren, bestimmt in 
einem herkommlichen cAMP-Bioassay , gegeniibergestellt dem 
Unterschied der Bindungswirksamkeit der Fusionsprodukte mit 
WT-TSHR bzw. Chimare A (WT-A) in diesen Seren. Im Immunprazipita- 
tionsassay waren 59 von 62 Kontrollseren negativ (Bindungs- 
wirksamkeit < 7000 RLU) , wahrend drei Seren als schwach posit iv 
angesehen werden konnen (Bindungswirksamkeit en von 8400, 7340 
bzw. 7160 RLU) . Zwei der Normalseren, auf die in Fig. 5 mit einem 
Pfeil verwiesen wird, waren im cAMP-Bioassay positiv (SI = 2930 
bzw. 3080%; SI -cutoff fiir Normalpersonen liegt im Bereich von 
200%) . Diese beiden Patienten waren jedoch nach MaSgabe des 
Immunprazipitationsassays sowie der klinischen Bewertung keine 
Morbus Basedow- Patienten . Bei den Seren von Morbus Basedow- 
Patienten waren 40 von 63 Seren (63%) im cAMP-Bioassay positiv 
(SI a 200%) , wahrend im Immunprazipitationsassay 61 von 63 Seren 
(97%) positiv waren (WT-A) . Es bestand eine positive Korrelation 
zwischen den Ergebnissen, die im cAMP-Bioassay erhalten wurden/ 
und denen, die im Immunprazipitationsassay (WT-A) erhalten wurden 
(r = 0,43; p < 0,001; n = 63). Wenn man nur solche Seren 
beriicksichtigte , die auch im cAMP-Bioassay positiv reagierten 
{SI>2 00%) , dann wurde die Korrelation sehr viel besser (r = 0,61; 
p < 0 , 001; n = 40 } . 

Nachweis von TBAb in Seren von Morbus Basedow- Patienten unter 
Vervendung von TSHR/LH-CGR-LUC-Chimaren 

TBAb wurden in den Pat ientenseren anhand des Unterschieds des 
Bindungsverhaltens der LUC -Fusionsprodukte der Chimaren A und C 
bestimmt. Fig. 6 zeigt den Vergleich des Inhibierungsindex (II) 
von 62 Kontrollseren und 63 Pat ientenseren (bestimmt im cAMP- 
Bioassay) mit dem Unterschied des Bindungsverhaltens fiir die 
Fusionsprodukte mit den Chimaren A und C (A-C) . 58 von 62 
Kontrollseren waren im cAMP-Bioassay negativ (II < 10%) , und alle 
Kontrollseren waren im Immunprazipitationsassay negativ (Bin- 
dungswirksamkeit < 835 RLU) . Unter Verwendung des cAMP-Bioassays 
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wurde in 31 von 63 Patientenseren (49%) eine TBAb-Aktivitat 
f estgestellt , wahrend im Immunprazipitationsassay (A-C) 45 von 
63 Patientenseren (71%) als TBAb-positiv ermittelt wurden. Neun 
Immunoprazipitat ions -positive Basedow-Seren waren negativ im 
cAMP-Bioassay, und umgekehrt waren neun cAMP-Bioassay-positive 
Seren im Immunoprazipitationsassay negativ. Es bestand eine 
schwache positive Korrelation zwischen "den Ergebnissen im cAMP- 
Bioassay und denen vom (A-C) -Iramunoprazipitationsassay {r=0,25; 
p < 0,05; n = 63) . Wenn man nur solche Patientenseren beriick- 
sichtigte, die im cAMP-Bioassay als TBAb-positiv gemessen wurden 
(II s 10%) , wurde jedoch eine signif ikante Korrelation erhalten 
(r = 0,57; p < 0,0 01; n = 31} . Eine Korrelation zwischen den II- 
Werten von unterschiedlichen Patientenseren und der Fa]iigkeit 
dieser Seren, TSHR- oder TSHR/LH-CGR-Fusionsprodukte zu prazipi- 
tieren, bestand nicht (Daten sind nicht gezeigt) , 

Die angefiihrten Daten zeigen eine hohe Sensitivitat und Spezifi- 
tat des erf indungsgemaSen Immunprazipitationsassaye unter 
Verwendung von enzymmarkierten Fusionsprodukten, die TSHR/LH-CGR- 
Chimaren bzw. den Wildtyp TSHR enthielten. Damit erweist sich der 
erf indungsgemafie Assay als vielversprechendes Instrument zur 
Diagnose und Untersuchung des Ausbruchs, der Remission und des 
Wiederauf tretens von Morbus Basedow. Nachdem die bisherigen 
Versuche unter Verwendung von Fusionsprodukten mit Leuchtkafer- 
Luciferase als Enzymrest erfolgreich verliefen, kann davon 
ausgegangen werden, daS entsprechende Assays auch mit anderen 
Enzymresten, die sich insbesondere unter Kostenaspekten besser 
fiir eine praktische klinische Anwendung eignen und die Kom- 
ponenten bekannter Enzymassay-Nachweissysteme sind, herstellen 
lassen. Insbesondere ist dabei an Enzymreste zu denken, die 
ausgewahlt sind aus Meerrettich-Peroxidase , alkalische Phosphata- 
se, fi-Galactosidase oder Chloramphenicol -Acetyl transferase . 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur dif f erentialdiagnostischen Bestimmung von 
gegen der TSH-Rezeptor (TSHR) gebildeten Autoantikorpern (TSHR- 
Auto-Ab) in einer Serum- oder Plasmaprobe eines Patienten, der 
an einer Schilddrusen-Autoimmunerkrankung leidet oder bei dem der 
Verdacht auf eine derartige Erkrankung besteht, dadurch ge- 
kennzeichnet , dafi man 

in der Probe die Menge von wenigstens einem Typ von Autoanti- 
korpern ( TSHR -Auto -Ab) f die ausgewahlt sind aus (i) stimulie- 
renden Autoantikorpern (TSAb) , (ii) blockierenden Autoantikorpern 
(TBAb) und/oder (iii) weder stiraulierend noch blockierend wirken- 
den, nicht pathogenen TSHR-Auto-Ab, sowie gegebenf alls , zur 
Gewinnung eines Bezugswerts, die Menge von alien an den TSH- 
Rezeptor bindenden Autoantikorpern (TSHR-Auto-Ab) in der Probe 
bestitnmt , 

indem man in einer Reaktionsmischung eine Teilmenge der Probe in 
f liissiger Phase mit einem solubilisierten und direkt markierten 
Bindungsreagens in Form einer markierten rTSHR-Chimare , in der 
die fiir die Bindung von stiraulierenden und/oder blockierenden 
Autoantikorpern (TSAb und/oder TBAb) wesentlichen Sequenzen des 
TSHR durch entsprechende , keine Bindung des jeweiligen Typs von 
Autoantikorpern bewirkende Sequenzen eines anderen Rezeptors aus 
der Klasse der G-Protein gekoppelten Rezeptoren ersetzt sind, 
sowie gegebenenf alls eine weitere Teilmenge der Probe auch noch 
mit einem solubilisierten und direkt markierten vollstandigen 
rhTSHR-Praparat umsetzt, 

und die bei der Qmsetzung gebildeten Komplexe aus Autoantikorper- 
rTSHR-Chimare bzw. Autoantikorper-rTSHR in ein Prazipitat 
uberfiihrt, dieses von der flussigen Phase der Reaktionsmischung 
abtrennt und die Menge der Markierung im Prazipitat bestimmt , 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dag die 
solubilisierte und direkt markierte rTSHR-Chimare als Fusions- 
protein eingesetzt wird, in dem die Sequenz der rTSHR-Chimare 
unter Erhaltung der gewiinschten Funktionalitat mit einem radio- 
aktiv markierten Peptidrest Oder einem Enzym verkniipft ist, das 
Teil eines Nachwe is systems fur die enzymatische Analyse ist. 



3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafi das 
Enzym in dem rTSHR-Fusionsprotein ausgewahlt ist aus Lucif erase, 
Meerrettich-Peroxidase, alkalische Phosphatase, S-Galactosidase 
Oder Chloramphenicol -Acetyl transferase . 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die gebildeten Komplexe aus Autoantikorper 
und markiertem Bindungsreagens durch Fallung mit einem selektiven 
Fallungsmittel fiir humane Antikorper, insbesondere mit Protein 
A, in ein Prazipitat uberfiihrt werden. 

5. Verfahren nach einem der Anspurche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daS man als direkt markierte rTSHR-Chimaren 
Fusionsproteine einsetzt, die ein Enzym fiir ein Chemilumineszenz- 
Nachweisreaktion sowie hTSHR-Chimaren-Sequenzen enthalten, in 
denen die Aminosauren 8-165 und/oder 261-370 des vollstandigen 
humanen TSHR durch entsprechende Sequenzen eines Ratten-LH/CG- 
Rezeptors ersetzt sind. 

6. Fusionsproteine, die die vollstandige rTSHR-Sequenz oder die 
Sequenz einer rTSHR-Chimare, in der Teilsequenzen des voll- 
standigen rTSHR durch vergleichbare Sequenzen eines verwandten 
G-Protein-gekoppelten Rezeptors ersetzt sind, in Verkniipfung mit 
einem Enzym, das Teil eines Nachwe issys terns fiir die enzymatische 
Analyse ist, enthalten, wobei die rTSHR-Sequenzen oder -Teil- 
sequenzen ihre Funktionalitat wenigstens im Hinblick auf die 
Bindung der verschiedenen Typen von TSHR-Autoant ikorpern (TSHR- 
Auto-Ab) beibehalcen haben. 
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Fusionsproteine nach Anspruch S, die als Enzym Lucif erase, 



\ 

wo 01/27634 PCT/EPOO/10065 

- 29 - 

Meerrettich-Peroxidase, alkalische Phosphatase, S-Galactosidase 
Oder Chloramphenicol -Acetyltransf erase enthalten . 

8. Fusionsproteine nach Anspruch 6 oder 1, die die Sequenz 
einer rTSHR-Chimare enthalten, die eine TSHR-LH-CGR- Chi mare ist, 
in der fiir die Bindung stimulierender und/oder blockie render 
TSHR-Autoantikorper wichtige Teilsequenzen des vollstandigen 
rTSHR durch LH-CGR- Teilsequenzen ersetzt sind. 

9. Verwendung von rhTSHR-LH-CGR-Chimaren in solubilisierter und 
direkt markierter Form, insbesonderen in Verkniipfung mit Enzymen 
in Form von Fusionsproteinen, zur selektiven Bestimmung von 
stimulierenden, blockierenden und/oder weder stimulierend noch 
blockierend wirkenden, nicht pathogenen Autoantikorpem gegen den 
TSHR in Patientenproben durch Immunprazipitation. 
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